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ーのキー因子である FTZ-F1の発現時期を Western blotting法によって調べた。その結
果，貧栄養状態によって FTZ-F1 の発現開始時期は，コントロール個体の場合と比較





























































り，それらは主にシトクロム P450酸化酵素に属するものである。Fig. 2に示す Eの
生合成経路で働く酵素として Neverland，Shroud，Spook，Spookier，CYP6T3，






であり（Fig. 3），幼虫期における shade 遺伝子は脂肪体と中腸での発現が高いこと
が知られている(Petryk et al, 2003)。また，前胸腺におけるEの生合成を誘導するのは，
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脳 か ら 分泌 さ れ る神 経 ペプ チ ドの一 種 で ある 前 胸 腺刺 激 ホル モ ン








ており，幼虫が前蛹となる囲蛹殻形成（puparium formation）も，孵化後に 2 度の
幼虫脱皮を経て，3齢幼虫後期におけるエクジステロイドパルスによって誘導される。
25℃の恒温条件下では，囲蛹殻形成後（After Puparium Formation（APF)）2時間
から 3 時間でエクジステロイドレベルは一度減少する。そして，APF11 時間付近に
再度現れるエクジステロイドレベルの上昇によって蛹化が誘導され(Hodgetts et al, 






れた(Ashburner, 1974; Ashburner et al, 1974)。このモデルは，その後の分子生物学的研
究により基本的に正しいことが示される (Thummel, 1996)とともに修正された
(Thummel, 2002)。Ashburnerモデルによると，前胸腺から放出された Eが Ecdysone 
receptor（EcR）と特異的に結合し，E75A 遺伝子や E74A 遺伝子を含む初期遺伝子






現にも必要とされる(Lam et al, 1997)。このように，エクジステロイドパルスによって
発現が誘導される遺伝子群はいくつか存在しているが，それらとは異なり，エクジス
テロイドパルス後に発現する前蛹中期遺伝子（mid-prepupal genes）の存在がある。
それらの 1 つとして知られているのが，ftz-f1 遺伝子である(Lavorgna et al, 1991)。
FTZ-F1は体節形成遺伝子 fushi tarazu（ftz）のプロモーターに結合する転写制御因
子として発見された核内受容体型転写因子であり，ゲルシフトアッセイによる解析で






節形成において ftz遺伝子に付随して機能すること(Ueda, 1990) (Lavorgna et al, 1991)
が明らかにされている。一方で，βFTZ-F1 は後期胚での発現に加え，エクジステロ
イドパルス後にあたる脱皮や蛹化・羽化前の特定の時期に一過的に全身で発現してお
り(Yamada et al, 2000) (Sullivan and Thummel, 2003)，各発生ステージにおける一過的な
FTZ-F1 の発現は，胚形成・幼虫脱皮および蛹化に必要不可欠であることが知られ
ている(Yamada et al, 2000)。さらに，FTZ-F1は 3齢幼虫後期において前胸腺で発現
して Halloween遺伝子群に属する phantom遺伝子と disembodied 遺伝子の発現制御




転写制御因子 Blimp-1と DHR3が同定され(Kageyama et al, 1997)，Blimp-1は ftz-f1
遺伝子の発現のタイミングを転写抑制によって制御することが明らかになった
(Agawa et al, 2007)。さらに，Blimp-1遺伝子の転写はエクジステロイドパルスによっ
て直接誘導され，前蛹前期にエクジステロイドの体内濃度が低下すると直ちに終結す




























minimal viable weight（MVW）と呼ばれる生存可能な最小体重と，critical weight
（CW）と呼ばれる変態開始タイミングを決定する体重が存在する事が明らかにされ




いても CWのようなチェックポイントが産卵後（After Egg Laying（AEL)）70時間
に存在することは 1938年に Beadleらによる飢餓実験で示され，Seventy hoursと呼
ばれていた（注 1）(Beadle et al, 1938)。しかし，タバコスズメガにおいて MVW と
CWが定義されて以降，CWの代替詞として MVWを使うショウジョウバエ研究者が
多く，未だにショウジョウバエにおいてはこの２つの言葉の定義が曖昧である(Callier 
and Nijhout, 2013)。なお，現在では一般的に産卵後（After Egg Laying（AEL)）84
時間頃に MVW と CW にほぼ同時に達するとされている。本研究における CW は，
飢餓状態に置かれても，標準培地を自由に摂食可能な標準条件で飼育を続けた場合と
同様に，その個体群の半数が一定時間後に変態を開始する重量と定義した。また CW




によって成虫サイズが大きくなる(McBrayer et al, 2007)。また，TORパスウェイを幼
虫の前胸腺特異的に抑制すると，やはり成長率は変化することなく，TGP が延長す
ることによって成虫サイズが大きくなる(Layalle et al, 2008)ことが示されている。この
ような栄養状態と変態を関連付けた研究はここ 10 年ほど盛んにおこなわれるように
なっており，Drosophila insulin-like peptides（Dilps）の発生や変態における機能解























後 OR 系統とする）を用いた。インスリンに関する UAS系統 UAS-Akt，RNAi UAS-InR 
RNAi，UAS-PTEN RNAi，UAS-myc-Dp110CAAX，UAS-InRK1409A，TOR パスウェイに関













後 2時間ごとに 1齢幼虫を回収し，回収時間を AH（After Hatching）0時間とした。
また，AH0時間で発生タイミングを揃えていない実験での産卵時間は 3時間とし，












3-3. injection の方法 
 電動マイクロインジェクターIM-31を使用して 1個体あたり 50nlを，尾部に近い腹
腔に injectionを行った。それぞれの実験に適したタイミングで injectionを行い，Ringer 
Solution（以後，RS とする） を同じタイミングで injection した個体をコントロール
１０ 
 
とした。injection実験に用いたEcdysoneと 20-Hydroxyecdysone の濃度はともに 2µg/ml
とし，5mMまで 100%EtOHで希釈し RS で 2µg/mlまで希釈を行った。RSの組成は以






































Glucose 10 － － 5.0 20 10 
Yeast 4.0 － 4.0 4.0 4.0 － 
Cornmeal 6.3 － 6.3 6.3 6.3 6.3 









3-6. Western blotting 法 
 ステージングを行った前蛹 1個体を微小遠心管に採取し，通常個体は 50µl，貧栄養
条件前蛹は 25µlの SDS-PAGE sample buffer（1%SDS，10mM Tris-HCL（pH6.8），0.02M 
DTT，0.01% BPB，4% Glycerol）中でペレットミキサーを用いてすり潰し，ホモジェ
ネートを作製した。ホモジェネートは使用時まで－80℃で保存した。SDS-PAGE は，
濃縮ゲル 4%および分離ゲル 8%で作製し，95℃で 5分間熱処理したホモジェネートを
10µl ずつアプライした後，20mA の一定電流で約 2 時間行った。電気泳動終了後，
transfer buffer（192mM Glycin，25mM Tris，20% MtOH）にゲルを 15分間浸した後，5
分間 transfer buffer に浸しておいたニトロセルロースメンブレン（Whatman）上に置き，
メンブレンと同様の処理を施したフィルターペーパーで挟んだ状態で，Trans-blot SD 
Semi-Dry Transfer Cell（Bio-Rad）を用いて 12Vで 30分間メンブレンへ転写した。転
写終了後，メンブレンは 3%Trichloroacetic Acid，3%Sulfosalicylic Acid に溶解した
0.2%Ponceau S（Nacalai）で約 1分間振盪し，TBST（10mM Tris-HCL（pH8.0），150mM 
NaCL，0.05% Tween20）でリンス後，転写されたタンパク量を確認した。その後，TBST
で 10分間ずつ 3度洗浄した。次に，5%Skim milkを含む TBST で 2時間振盪してブロ
ッキングを行った後，5%Skim Milkを含む TBSTで 5000分の 1に希釈した anti-FTZ-F1
を 1時間反応させた。1次抗体反応終了後，メンブレンを TBST で 10分間ずつ 3度洗
浄し，5%Skim Milkを含む TBST で 1万分の 1に希釈した anti-rabbit HRP（Cappel）で
2時間反応させた。2次抗体反応終了後，メンブレンを TBST で 10分間ずつ 3度洗浄
し，Immobilon Western（MILLIPORE）で 5 分間反応させ，得られたシグナルを X 線
フィルムに露光することで FTZ-F1を検出した。 
 
3-7. Total RNA 抽出および cDNA 合成 
 NucleoSpin RNA（TaKaRa）を用いて Total RNAを抽出し，約 100µlの核酸抽出液を
得た。核酸抽出液は 10µlの 3M NaOAc と 300µlの 100% cold-EtOHを加えて－20℃で
30分間放置した後，4℃，15,000rpmで 15分以上遠心して，上清を取り除いた。沈殿
を 10分間室温で乾燥させた後，11µl の RNase Free Water に溶かして Total RNAを得
た。 
得られた Total RNAの濃度は Nano-Drop ND-1000（LMS）を用いて測定した。各サン
プル１µgの Total RNAと RNase Free Water で 9 µlの Total RNA溶液を調整し，これを











※ReverTra Ace solution 
5×ReverTra buffer（TOYOBO） 
dNTP mixture（2mM）（TaKaRa） 
Oligo（dT）primer（10 pmol/ µl，15 mer）（Novagen） 
RNase inhibitor（40 unit/ µl）（TaKaRa） 









3-8. RT-PCR 法 
合成した cDNA を TE で 20 倍に希釈して template とし，PCR サーマルサイクラー





10×One Taq buffer（Biolabs） 
dNTP mixture（2.5mM）（TaKaRa） 
Upper primer（10 pmol/µl） 
Lower primer（10 pmol/µl） 




























③ 使用した primerとサイクル数 
































作成後約 30分間の予備泳動をした 6％の TBE-ポリアクリルアミドゲルに，1 lの
TypeⅡGel-loading Buffer（0.25%Bromophenol blue，0.25%Xylene cyanol，15%Ficoll
（Type400 Pharmacia））を加えた PCR 産物を 4.0lずつアプライし，90V で約 2 時間
の電気泳動をおこなった。電気泳動終了後，0.5 g/ml ethidium bromide溶液中で 30分
間振盪することで染色し，LAS-4000mini（FUJIFILM）でバンドを検出した。 
 















ている（Fig. 1）。そのために，囲蛹殻形成から 12 時間を計測し，蛹化タイミングを
決める生物タイマー機構に着目して先行研究はおこなわれ，転写抑制因子 Blimp-1に
制御される転写因子 FTZ-F1 の発現時期が蛹化タイミングを決定する制御機構が明ら





I-2-1. 蛹化タイミングを最終決定するのは 20E である 
 3齢幼虫後期の前胸腺において，FTZ-F1が E合成遺伝子の一部の転写制御に関わる
ことが示されていることから，蛹化タイミングを決める生物タイマー機構においても，






ソンパルスよりも数時間早い APF8 時間に E をインジェクションし，蛹化タイミン

















が 20E に変換されるタイミングが重要であることが示されたため，E の変換酵素
Shade をコードする shade 遺伝子の前蛹期での発現パターンが重要となった。しか
し，shade遺伝子は幼虫期において脂肪体と中腸での発現が高いことが報告されてい















I-3-1. 蛹化タイミング決定における 20Eと shade 遺伝子の重要性 
本実験を始めた当初，Eの体内濃度が上昇することで，それまでに同定されていた
ftz-f1遺伝子と Blimp-1遺伝子を中心とした蛹化タイミングを決定する生物タイマー





ら，E はあくまで 20E の前駆物質であり，蛹化タイミングを決定するのは E が 20E
に変換されるタイミングであることが強く示唆された（Fig. 5）。しかし，20Eのイン
ジェクションによって蛹化タイミングを早めることができるのは 30 分程度であり，
実際に APF8 時間より前に 20E をインジェクションしても蛹化を早めることはでき









shade RNAi遺伝子が挿入されており，単一の shade RNAi遺伝子挿入系統では蛹化
タイミングの遅れは観察されなかったことから，RNAiによるノックダウンのレベル











研究者が得た。以上のことから，FTZ-F1 が shade 遺伝子の発現を制御しており，






E が変換酵素 Shade によって 20E に変換される段階であることが明らかになったた




















れた。また，共同研究者によって Blimp-1 遺伝子と ftz-f1 遺伝子についても脂肪体











られている(King-Jones and Thummel, 2005)。また，発生の進行は，発生ステージの移
行タイミングと成長が適切に制御されることが必要不可欠である。実際に，幼虫期に
20E を過剰摂取させる，または前胸腺での E の生合成を過剰に促進することで幼虫
の成長が遅れることと，反対に Eの受容体を全身的にノックダウンすることにより幼
虫の成長が早まることが知られており(Colombani et al, 2005)，Eや 20Eの成長阻害機





















れる Critical weight （CW）と呼ばれる重量に到達する（Fig. 9）。また CW到達後，囲






























本研究では発生進行の個体差を考慮し，一般的に CW に到達するとされる AEL84



























に対して，貧栄養条件前蛹のオスでは APF7.5 時間から FTZ-F1の微弱ながら明らかな
発現が観察され，APF8 時間から APF9 時間にかけては，個体によっては高いレベル
での発現がみられたが， APF9時間でも弱い発現しか観察されない個体もあった（Fig. 
14A）。コントロール前蛹のメスでも APF6.5 時間から FTZ-F1 の発現は観察され，
APF7.5 時間以降は強い発現が安定して観察された（Fig. 14B）。これに対して，貧栄
















15A）。次に，コントロール前蛹では Blimp-1の発現が減少する APF5 時間に先立ち，







部コントロールである rp49 遺伝子の発現が APF9 時間から APF12 時間にかけて減少
していることから，APF9～10 時間で観察される shade 遺伝子の発現は相対的に上昇
したと考えられ，その後 APF11 時間から発現が消失していた（Fig. 15B）。一方で，





E75A 遺伝子は APF2 時間から発現が急激に低下し，蛹化を誘導するエクジステロイ



















Ⅱ-2-4 に示すオスの結果と同様の解析をメスについてもおこない，その結果を Fig. 
17と Fig. 18に示した。まず，タイマーの分子機構において FTZ-F1の発現を抑制制御
している Blimp-1 遺伝子の発現を調べたところ，コントロールでは APF5 時間から発
現が減少し始め APF6 時間で低レベルになったのに対し，貧栄養条件前蛹では APF6
時間で，コントロールの APF5 時間と同程度の発現レベルとなり，APF7 時間で発現
が低レベルになった（Fig. 17A）。次に，コントロール前蛹では Blimp-1遺伝子の減少
する APF5 時間に先立ち，APF3 時間から ftz-f1 遺伝子の発現が上昇し始め，APF5 時
間で明確な発現が観察されるようになり，APF7 時間でかなり高い発現に達していた
のに対して，貧栄養条件前蛹では APF5～6 時間の発現レベルは低く，また個体差が
みられ，APF 7 時間でより高いレベルに達するものの，APF8 時間以降でもコントロ
ール前蛹の同じ時間と比較するとその発現レベルは低かった（Fig. 17A）。また，コン
トロール前蛹の前蛹前期における shade 遺伝子の発現は APF1 時間まで強い発現が観




では前蛹前中期にあたる APF2～７時間では shade 遺伝子の発現はほとんど観察され
ず，APF8～11 時間で上昇している個体がみられたが，必ずしも高いレベルでの発現
が観察されるわけではなく，個体差があることが示唆された（Fig. 17B）。次に，エク




て，貧栄養条件前蛹では APF3 時間から発現がほぼ消失し，解析をおこなった APF9
時間まででは発現の再上昇は観察されなかった（Fig. 18A）。一方で，コントロール前
蛹における E74A 遺伝子の発現は APF5～7 時間でやや低下し，E75A 遺伝子と同様に
蛹化を誘導するエクジステロイドパルスと同時期の APF8～10時間で一過的に発現が






























































化率が 84.6％であるのに対して，オスの蛹化率は 39.0％であった（Fig. 12）。 
摂食行動をしない囲蛹殻形成後のステージにおいて必要なエネルギーは，それ以前
に脂肪細胞に蓄積された脂質を分解して補われ，この脂質動員は EcRが媒介するエク

























































高グルコース培地を与えると摂食量が減少することが知られている (Pasco and 









性能が低下するためであることが示されている(Pasco and Leopold, 2012)。また，ショ
ウジョウバエの成虫においては，高グルコースによって体内の糖質および脂質の貯蔵
が増加すると同時に，体内の水分量が減少することに加え，イースト由来の代謝産物
の体内での消費量が著しく増加することが示されている(Rovenko et al, 2015)。さらに，
栄養に関する研究では，ショウジョウバエの成虫におけるイーストの摂取量を制限す
























and Yamanaka, 2015)。Dilps は現時点で，8つのサブタイプが同定されており，その中
でも，末梢組織から Eを抑制する Dilp8や，脂肪体で機能して 20Eによって活性化さ
れる Dilp6 などは，変態過程において何らかの機能を果たすことが示唆されている。















を発現できる tub-Gal80ts 遺伝子を持った個体を産卵から囲蛹殻形成まで 18℃で飼育







（Table. 1）。また，TORパスウェイを抑制することになる RagA 遺伝子の発現抑制に
より，雌雄ともに蛹化タイミングが早まり，蛹化率への影響はほぼ観察されなかった
（Fig. 22B，D）。しかし，Gal4系統の代わりに yw を UAS-RagA に掛け合わせたコン
トロールの結果と比較した結果では，蛹化タイミングに影響があるとは言えなかった













PTEN遺伝子（Maehama et al, 2000）の発現抑制によってインスリンパスウェイを活性
化した。その結果，雌雄ともに蛹化タイミングのばらつきが大きくなり，特にメスで
は蛹化率が著しく低下した（Fig. 23A，C）。しかし，蛹化タイミングへの影響はみら












し，メスにおいては Raptor遺伝子および TOR 遺伝子の発現抑制によって TORパスウ
ェイを抑制した場合に，蛹化タイミングが変わることはなかった（Fig. 22D）が，
オスにおいてはコントロールと比較して蛹化タイミングがやや遅延した（Fig. 22B）
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脂肪体に運搬される。前蛹前期では FTZ-F1 非依存的に発現する shade遺伝子によ



































Fig. 9. 標準飼育条件における body growthのモデル 
十分な栄養が摂取可能な飼育条件で孵化直後から飼育した場合，幼虫は AEL84時
間頃に Critical weight （CW）と呼ばれる重量に到達する。CW到達後の幼虫は，
飢餓状態に置かれてもその後も標準条件で飼育を続けた場合と同様に，一定時間後
に変態を開始するといわれている。また図に示すように CW到達後，囲蛹殻形成













































































































Fig. 14. 3齢幼虫後期での飢餓状態は前蛹期の FTZ-F1発現
タイミングに影響を与える 
通常培地で飼育したコントロール前蛹と AEL88時間で飢餓状態にした前蛹の



































































ール前蛹個体の RNAを囲蛹殻形成後から 1 時間ごとに回収し， E75A遺伝子（A），





































































ール前蛹個体の RNAを囲蛹殻形成後から 1 時間ごとに回収し， E75A遺伝子（A），


















































































































































 Table. 1. 前蛹期の脂肪体特異的にインスリンおよび TORパ
スウェイ関連遺伝子の発現を変化させた場合の蛹化タイミン
グ計測結果一覧 
UAS-myc-Dp110CAAX は mycタグの付いた PI3Kの触媒ユニットである Dp110と，
細胞膜への移行シグナルの認識部位である CAAX-Boxを強制発現することのでき
る系統である。また，UAS-InR
K1409A
はアミノ酸置換によって機能部位が欠損したイ
ンスリン受容体（ドミナントネガティブ）を強制発現することのできる系統である。 
